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(57) Zusammenfassung 

Beschrieben wird ein Gewebekleber auf Basis von Fibrinogen, der einen Elastase-Inhibitor 
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GEWEBEKLEBER AUF BASIS VON FIBRINOGEN 

Die Erfindung betrifft einen Gewebekleber auf Basis von 
Fibrinogen . 

Gewebekleber auf Basis von Fibrinogen, die auch als Fibrinkleber 
bezeichnet werden, imitieren bei ihrer Klebewirkung die letzte 
Phase der Blutgerinnung . Dabei wird Fibrinogen durch die Einwir- 
kung von Thrombin, welches beim Klebevorgang meist der Fibrino- 
genlosung zugeseCzt wird, aber auch in jeder Wunde vorhanden 
ist, in Fibrinmonomere gespalten. Die Fibrinmonomere lagern sich 
spontan zu geordneten f aserf ormigen Strukturen zusammen, die man 
als Fibrin bezeichnet. Dieses Fibrinmonomeraggregat wird dann 
unter Einwirkung von Faktor Xllla durch kovalente Quervernet zun- 
gen weiter stabilisiert . Dabei bilden sich zwischen spezifischen 
Glutamin- und Lysinseitenketten der Fibrinmonomere in einer 
Transamidierungsreaktion Pept idbindungen aus . Der Faktor Xllla, 
welcher ebenfalls durch Thrombin aus inaktivem Faktor XIII ge- 
spalten wird, ist eine aktive Transamidase und wird aufgrund 
seiner Wirkung auch als " f ibrinstabilisierender Faktor" bezeich- 
net . 

Obwohl mit der Anwendung eines Gewebeklebers prinzipiell diesel- 
ben Prozesse wie bei der "naturlichen" Blutgerinnung ablaufen, 
so sind bei einem Gewebekleber die daran beteiligten Komponenten 
und Faktoren doch um ein Vielfaches konzentrierter als im Blut.. 
Dadurch lauft die Blutgerinnung auch sehr viel schneller ab und 
die erzielte Gewebeklebung oder das gebildete Blutgerinnsel sind 
sehr viel sicherer und auch stabiler. 

Voraussetzung fiir den Durchbruch der Fibrinkleber Ende der 70er 
Jahre waren die Fortschritte in der Fraktionierung und Reinigung 
von Blutgerinnungsf aktoren . Erst dadurch war es moglich, die 
naturlichen Gerinnungsf aktoren so rein und konzentriert herzu- 
stellen, wie es fiir eine effiziente Gewebeklebung notwendig ist. 
Die ersten kommerziell erhaltlichen Gewebekleber gelangten Ende 
der 70er Jahre auf den Markt und haben sich seither in einer 
Vielzahl von Einsat zmoglichkeiten bewahrt ; v. a. in den Berei- 
chen, in denen es mit herkommlicher chirurgischer Technik immer 
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wieder zu groSen Problemen kam, z.B. bei starken Blutungen, bei 
Nervenklebungen oder bei Rissen innerer Organe wie Leber und 
Milz . 

Ein weiterer Vorteil eines Fibrinklebers im Gegensatz zu Nahen 
mit Nadel und Faden besteht darin, daS das zu behandelnde Gewebe 
Oder das Organ nicht durch einen Nahvorgang noch zusatzlich ge- 
schadigt wird, weshalb es bei der Anwendung von Gewebeklebern 
auf Basis von Fibrinogen viel weniger Komplikationen und unauf- 
falligere Narben gibe als an herkommlichen chirurgischen Nahten. 
Neben der optimalen Klebewirkung, welche eine hohe Belastbarkeit 
und eine hohe innere Festigkeit der Klebungen sowie gute Haftfa- 
higkeit des Klebers an den Wund- bzw. Gewebsf lachen beinhaltet, 
sind auch die der unmittelbaren Klebung folgenden Prozesse fur 
die Optimierung von Gewebeklebern wesentlich (s. AT-B-359 652 
und 359 653) . Dazu gehoren die Steuerung und Kontrolle der Halt- 
barkeit der Klebungen im Korper sowie die Resorbierbarkeit und 
die wundheilungsfordernden Eigenschaf ten des Klebstoffes. 

Daher ist fiir einen Gewebekleber nicht nur die schnelle und 
sichere Klebewirkung von entscheidender Bedeutung, sondern auch, 
daS sich die entstandene Klebung bzw. das entstandene Blutge- 
rinnsel innerhalb einer bestimmbaren Zeitspanne im Korper wieder 
auflost und die Wunde in Folge der vollkommenen Resorption des 
entstandenen Gerinnsels wieder vollkommen ausheilt. 

Dabei ist es notwendig, den (korpereigenen) Prozefi der Auflosung 
des entstandenen Blutgerinnsels , die Fibrinolyse, ebenfalls 
durch die Optimierung des Gewebeklebers zu steuern. 

Bei der Fibrinolyse wird das im entstandenen Blutgerinnsel vor- 
handene Fibrin abgebaut bzw. entfernt und dadurch das Blutge- 
rinnsel aufgelost. Dabei wird zunachst unter dem Einfluf^ intrin- 
sischer oder extrinsischer Plasminogen-Aktivatoren, wie Blutge- 
rinnungsfaktoren XI und XII, Prakallikrein, Urokinase oder t-PA, 
aus dem inaktiven Plasminogen das f ibrinolytisch wirksame Plas- 
min gebildet, welches neben Fibrin auch. Fibrinogen und die Blut.- 
gerinnungsf aktoren V und VIII spaltet. . . 
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Da die korpereigenen Fibrinolyse - Prozesse meist unmittelbar nach 
Entstehen eines Gerinnsels einsetzen und somit die Gefahr be- 
teht, daS eine entstandene Gewebeklebung nicht fest genug haften 
bleibt bzw. ein encstandenes Gerinnsel vorzeitig destabilisiert 
wird, sieht man bei der Gewebeklebung in der Regel den Zusatz 
eines Plasmininhibitors oder eines Plasminogenakt ivator- Inhibi - 
tors vor, um die Wirkung von Plasmin direkt oder indirekt zu 
hemmen und so, v. a. in der Anfangsphase der Klebung, diese vor 
vorzeitiger Fibrinolyse zu bewahren . Mit der Konzentrat ion des 
Inhibitors lassen sich auch die Auf losezeiten (Lysezeiten) des 
entstandenen Gerinnsels bzw. der Klebung gezielt steuern. Je 
mehr Inhibitor vorgesehen wird, desto stabiler ist das Gerinnsel 
gegenuber Fibrinolyse, desto langer bleibt dieses Gerinnsel also 
stabil und desto langer dauert es auch, bis der Kleber vollstan- 
dig resorbiert wird. 

Es gilt also bei Einsatz des Fibrinolyseinhibitors einen opti- 
malen Mittelweg zwischen dem Unterbinden der fruhen Fibrinolyse 
und einem moglichst schnellen WundheilungsprozeS zu finden. 

Als Plasmininhibitor wird in den kommerziell erhaltlichen Gewe- 
beklebern Aprotinin verwendet, der auch als boviner basischer 
pankreatischer Trypsin- Inhibitor bezeichnet wird. Aprotinin ist 
ein polyvalenter Proteinasen- (Kallikrein) - Inhibitor und hemmt 
die Gerinnungsf aktoren Xlla, XIa, Villa sowie v. a. Plasmin' und 
Plasminaktivatoren, aber auch Trypsin, Chymotrypsin und 
Kallikrein. 

Aprotinin wurde friiher hauptsachlich aus Rindern hergestellt . 
Bedingt durch die Problemat ik , der Verwendung von bovinem Materi- 
al in Arzneimitteln, die zur Behandlung von Menschen eingesetzt 
werden, wird aber immer haufiger rekombinant hergestelltes 
Aprotinin verwendet. 

Aprotinin wird bei der Gewebeklebung in der Regel in einer Menge 
von 20-3000 Kal likrein- Inakt ivator- Einheiten (KIE) /ml Gewebe- 
kleber eingesetzt, wobei die optimale Konzentrat ion von der 
f ibrinolytischen Aktivitat des jeweiligen Gewebes abhangt . 
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Es hat sich aber gezeigt, daS v. a. in Geweben mit hoher fibrino- 
lytischer Aktivitat die Fibrinolyse-inhibitorische Wirkung von 
Aprotinin trotz des Einsatzes hoher Aprotinin-Konzentrationen 
nur sehr begrenzt steuerbar ist und es daher zu unerwunschten, 
friihzeitigen Lyseprozessen kommen kann. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, einen Gewebe- 
kleber zur Verfiigung zu stellen, mit dem die Nachteile im Stand 
der Technik iiberwunden werden, und womit auch v. a. bei Gewebe- 
klebung in Wunden mit hoher Plasminaktivitat ein zuf riedenstel- 
lender und verlaElicher Schutz gegen friihzeitige Fibrinolyse ge- 
wahrleistet wird, wobei die Qualitat der Klebung nicht beein- 
trachtigt werden darf . 

Diese Aufgabe wird erf indungsgemaS gelost durch einen Gewebe- 
kleber auf Basis von Fibrinogen, welcher sich dadurch auszeich- 
net, dafi er einen zugesetzten Elastase- Inhibitor enthalt . Es hat 
sich namlich iiberraschenderweise gezeigt, daS der Fibrinolyse- 
prozeS nicht nur durch Inhibierung von Plasmin bzw. die Inhibie- 
rung der Aktivierung von Plasminogen zu Plasmin verhindert wer- 
den kann, sondern auch durch Elastase-Inhibitoren bzw. durch 
Inhibitoren, deren Fibrinolyse-inhibitorische Wirkung uberwie- 
gend auf einem nicht-Plasmin-Fibrinolysemechanismus beruht . Fiir 
die Zwecke der vorliegenden Erfindung werden solche Non-Plasmi- 
nogen-Fibrinolyse-Inhibitoren der Einfachheit halber dem Begriff 
"Elastase-Inhibitor" unterstellt . Es wurde zwar spekuliert, daS 
es neben der plasminvermittelten Fibrinolyse noch weitere Fibri- 
nolyseprozesse geben konnte, die nicht auf Plasmin beruhen (etwa 
ein ProzeS, der lysosomal ablauft; s. Simon et al . , BLOOD 82(8) 
(1993), Seiten 2414-2422), und durch Aprotinin nicht wesentlich 
inhibiert werden konnen, es zeigte sich aber auch, dal5 dieser 
"non-plasmin fibrinolytic pathway" auch nicht durch spezifische 
Elastase-inhibierende Peptide, wie N-Methoxy-Succinyl-L-Alanyl- 
L-Prolyl-L-Valanylchlormethylketon (AAPVCK) inhibiert werden 
konnte (s. Simon et al . ) . Umso uberraschender war es, daB im 
Zuge der vorliegenden Erfindung herausgef unden werden konnte, 
daft Inhibitoren, die keine (wesentlichen) Plasmin- oder Plasmi- 
nogen-Aktivator-inhibierende Wirkungen aufweisen, also die er- 
findungsgemaSen Elastase- Inhibitoren bei Fibrinklebern sowohl in 
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vitro als auch in vivo einen sehr gut kontrollierbaren Lysepro- 
zeS des gebildeten Gerinnsels gewahrleisten konnen. Dies stellte 
sich als besonders vorteilhaft in Geweben mit erhohter fibrino- 
lytischer Aktivitat heraus, in denen sie bereits in moderaten 
Konzentrationen eine friihzeitige Lyse verhindern konnen. 

Die vorzeitige Lyse spielt bei Geweben mit hoher fibrinolyti- 
scher Aktivitat v. a. auch eine Rolle innerhalb der ersten Zeit 
nach der Klebung, da es bei vorzeitiger Lyse zu einem (teilwei- 
se) Ablosen der Klebung und somit zu einem erneuten Blutungs- 
prozeS ( "Rebleeding" ) kommen kann . 

Es zeigte sich welters, daS der erf indungsgemafi im Gewebekleber 
zu verwendende Elastase - Inhibitor die f ibrinolyt ische Wirkung 
nicht nur in Kombination mit herkommlichen, auf Plasmin wirken- 
den Inhibitoren aufwies, sondern daS auch die gesamte Fibrino- 
lyseinhibierung vom Elastase- Inhibitor allein gewahrl.eistet war- 
den kann. Eine besondere Ausf uhrungsf orm der vorliegenden Erfin- 
dung besteht daher darin, daS der Gewebekleber aufier Fibrinogen 
dem Elastase-Inhibitor und gegebenenf alls Faktor XIII keine wei- 
teren aktiven Komponenten enthalt . 

Die Fibrinogenkonzentration beim vorliegenden Kleber entspricht 
der bekannter Gewebekleber und sollte in der Regel zumindest . 
uber 50 mg, insbesondere uber 70-80 mg Fibrinogen/ml liegen, 
also mindestens etwa das 20-fache der Fibrinogenkonzentration in 
Blut (2-4 mg/ml) betragen. Vorzugsweise liegt das Fibrinogen in 
gegeniiber Kryoprazipi tat welter gereinigter Form vor. 

Bevorzugte Elastase - Inhibitoren sind im Rahmen der vorliegenden 
Erfindung ausgewahlt aus der Gruppe Eglin, Elastase-a^ -Prote- 
inase - Inhibitor , -Antiprotease, Elafin, Leukozytenprotease- 
Inhibitor, insbesondere eine Leukozytenf raktion , vorzugsweise 
eine von Granulozyten abgeleitete Fraktion, oder humaner sekre- 
torischer Leukoprotease- Inhibitor , oder Mischungen davon. Als 
Leukozytenf raktion kann beispielsweise ein Zell-Lysat, insbeson- 
dere eines von humanen Zellen abgeleitetes , . verwende t werden. 
Weitere Elastase- oder andere nicht auf Plasmin wirkende Fibri- 
nolyse-Inhibitoren konnen vom Fachmann in einfacher Weise durch . 
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die in den Beispielen offenbarten Testsysteme im Hinblick auf . 
ihre Eignung im erf indungsgemaSen Gewebekleber untersucht warden 
Oder unter Anwendung der aus dem Stand der Technik bekannten 
Elastase-Hemmtests. Zu den bevorzugten Elastase- Inhibitoren zah- 
len auch verschiedene Derivate der erf indungsgemaSen Eiastase- 
inhibitoren,. beispielsweise Fragmente Oder chemisch oder durch 
(rekorabinantes) Protein-Design modifizierte Formen dieser Inhi- 
bitoren, wobei diese Derivate jedoch selbstverstandlich immer 
die qualitative Elastase-Inhibitor-Eigenschaf t des Basisinhibi- 
tors aufweisen raussen. 

Bevorzugterweise besteht der erf indungsgemaSe Gewebekleber aus- 
schlieSlich aus menschlichen Proteinen, wobei unter "menschli- 
chen Proteinen" auch die rekombinant hergestellten Humanproteine 
zu verstehen sind. Vorzugsweise werden daher die im Gewebekleber 
verwendeten Proteine entweder aus Blut, Plasma, Kryoprazipitat 
Oder aus einer rekombinanten Zellkultur hergestellt. 

Ein besonders bevorzugter Gewebekleber zeichnet sich dadurch 
aus, daS er ausschlieSlich aus menschlichem Blut oder Plasma- 
proteinen zusammengesetzt ist. 

Das Mengenverhaltnis von Elastase-Inhibitor zu mg Fibrinogen 
betragt vorzugsweise 1:100 bis 1:150 000, vorzugsweise 1:500 bis 
1:110 000. In Einheiten Inhibitor zu g Fibrinogen ausgedruckt 
werden dem Gewebekleber vorzugsweise wenigstens 10' E/g Fi- 
brinogen zugesetzt. Besonders bevorzugt ist ein Bereich zwischen 
10-3 und 10 E/g Fibrinogen. Die Menge an zugesetztem Inhibitor 
in dem erf indungsgemaSen Gewebekleber, welcher Inhibitor auch 
naturlicherweise in Blut bzwv.Plasma vorhanden sein kann, ist 
vorzugsweise mindestens 20x, insbesondere mindestens 50x hoher, 
als dessen physiologische Konzentration in Blut bzw. Plasma. Der 
erfindungsgemaSe Gewebekleber kann beispielsweise folgendermaSen 
zusammengesetzt sein: 75-115 mg/ml clottierbares Protein, davon 
50-110 mg/ml, vorzugsweise 70-110 mg/ml Fibrinogen; gegebenen- 
falls 1-50, vorzugsweise 10-50 IE Faktor Xlll/ml. Als Inhibitor 
kann beispielsweise Eglin in einer Menge zwischen 1-100 ^g/ml 
Oder -Antiprotease mit 0,01-1 E/ml zugesetzt werden. In der 
Regel ist es ausreichend, den Elastase-Inhibitor in einer Menge, 
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zuzusetzen, welche der Fibrinolyse- inhibierenden Wirkung von 
Aprotinin in bekannten Gewebeklebern entspricht. 

Der erf indungsgeniaSe Kleber kann je nach Zweck der Klebung Plas- 
minogen enthalten oder plasminogenf rei sein. Wenn Plasminogen 
enthalten ist, sollte es in einer Menge von zumindest 0,0001 
mg/mg Fibrinogen, vorzugsweise mehr als 0,001, insbesondere mehr 
als 0,01, enthalten sein. Mit der Anwesenheit von Plasminogen im 
Gewebekleber ist, aufgrund dessen Aktivierung zu Plasmin, eben- 
falls eine Moglichkeit gegeben, die Fibrinolyse-Eigenschaf ten 
des Gewebeklebers noch deutlicher zu definieren. 

Andererseits enthalt der Gewebekleber in einer weiteren bevor- 
zugten Ausf iihrungsf orm uberhaupt kein Plasminogen bzw. nur xn 
geringer Menge . 

Wie erwahnt, reicht die Anwesenheit des Elastase - Inhibitors als 
einzigem Fibrinolyse-Inhibitor in einetn Gewebekleber uberra- 
schenderweise fiir die Funkt ionalitat des erf indungsgemaSen Kle- 
bers aus . Bevorzugterweise wird allerdings neben dem Elastase- 
Inhibitor auch ein Plasmin- Inhibitor oder ein Plasmin-Aktivator- 
Inhibitor verwendet, was ebenfalls zur besseren Kontrolle der 
Lyse der Resorption und somit der Wundheilung beitragt. Bevor- 
zugte Plasmin- Inhibitoren oder Plasminogen-Aktivator- Inhibitoren 
sind v.a. Aprotinin, aber auch -Makroglobulin, o;^ -Antitrypsin , 
£-Amino-Capronsaure, Tranexamsaure oder Mischungen dieser Sub- 
stanzen. Obwohl vereinzelt Autoren auch z.B. -Antitrypsin ge- 
wisse Wirkungen auf Elastase zugeschrieben haben, werden die 
hier erwahnten Substanzen als Plasmin- bzw. Plasminogen-Akt iva- 
toren angesehen, da dies die~-primare Aktivitat ist, die diese 
Substanzen auf dem vorliegenden Gebiet aufweisen. Dies gilt da- 
her selbstverstandlich auch fiir die Zwecke der vorliegenden Er- 
findung. Des weiteren konnen auch anti-adhasive Zusatze, z.B. 
Hyaluronsaure , enthalten sein. 

Eine weitere bevorzugte Ausf uhrungs form des erf indungsgemaSen 
Gewebeklebers besteht darin, ein Antibiotikum im Kleber vorzu- 
sehen, wie bereits in der.AT-B-369 990 vorgeschlagen worden ist. 
Besonders bevorzugte Antibiotika sind dabei ausgewahlt aus der . 
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Gruppe Aminoglycoside, Betalactame, Polypeptide, Fosfomycin, 
Tetracycline oder Mischungen davon . In einer weiteren bevorzug- 
ten Ausfuhrungsform liegt das Antibiotikum in Form eines schwer- 
loslichen Derivats vor. 

Bevorzugterweise wird im erf indungsgemaSen Gewebekleber auch 
Faktor XIII vorgesehen, so daS die innere Festigkeit des Clots 
und die Starke und Haltbarkeit der Klebung positiv beeinfluSt 
werden. Faktor XIII wird dafur vorzugsweise in einer Menge von 
1-50 Einheiten/ml, vorzugsweise urn 10 E/ml, verwendet. In Bezug 
auf Fibrinogen liegt Faktor XIII vorzugsweise in einer Mindest- 
konzentration von 0,001 E/mg Fibrinogen, insbesondere zumindest 
0,1 E/mg Fibrinogen vor. Je nach Klebungsart oder Gewebetyp kann 
aber die optimale Faktor XIII-Konzentration von jedem Fachmann 
leicht optimiert werden. 1st ein Antibiotikum im Gewebekleber 
vorhanden, so empfiehlt es sich grundsatzlich, etwas mehr Faktor 
XIII vorzusehen (vgl. AT-B-369 990). 

Bevorzugterweise ist der erf indungsgemafie Gewebekleber frei von 
kininogenen Proteinen (wie z.B. Kallikrein, etc.), wodurch sto- 
rende Nebenreaktionen von vornherein unterbunden werden konnen. 

GemaS einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird der erf indungsge- 
maSe Gewebekleber in Kombination mit einer festen Oberflache als 
Vlies vorgelegt, womit v. a. fur groSflachige Wunden ein optima- 
ler WundverschluS und eine optimale Abdeckung erzielt wird.Bei- 
spiele derartiger Vliese sind in der AT-B 374 367 genannt . Die 
feste Oberflache des Vlieses ist daher bevorzugterweise eine 
Kollagen-, Gelatine- oder eine Polysaccharid-Oberf lache , wobei 
durchaus weitere medizinisch- geeignete Oberflachen, die auch ge- 
gebenenfalls fur den speziellen Verwendungszweck impragniert 
sein konnen, verwendet werden konnen. 

ES .hat sich gezeigt, daS erf indungsgemaS mit dem Gewebekleber, 
enthaltend einen Elastase-Inhibitor, sogar in einem Milieu mit 
hoher fibrinolytischer Aktivitat fur einen Zeitraum von wenig- 
stens 10 Stunden, vorzugsweise 15 Stunden, eine Lysebestandig- 
keit erzielt werden kann. Lysebestandig bedeutet gema& der vor- 
liegenden Erfindung, daS ein entsprechender Fibrinclot innerhalb 
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eines bestimmten Zeitraumes nicht abgebaut wird, also bestehen 
bleibt. Die Bestimmung der Lysebestandigkeit erfolgt beispiels- 
weise durch eine photometrische Messung in Abhangigkeit von der 
Zeit. Ein bevorzugter Gewebekleber gemafi der vorliegenden Erfin- 
dung weist daher eine Lysebestandigkeit von wenigstens 10 Stun- 
den, vorzugsweise wenigstens 15 Stunden, in einem Milieu hoher 
f ibrinolytischer Aktivitat auf . Unter "hoher f ibrinolytischer 
Aktivitat" wird beispielsweise eine Plasminaktivitat verstanden, 
die iiber dem physiologischen Plasmin- Potent ial liegt . Das fibrx- 
nolytische Potential kann beispielsweise durch die Plasminogen- 
Konzentration ausgedruckt werden (siehe z.B. Henriksson et al . , 
Thrombosis Research 16: 301-312; 1979) Diese Eigenschaft der 
Lysebestandigkeit kann von j edem Fachmann durch einen einfachen 
Test, wie in den Beispielen beschrieben, iiberpruft werden. 

Bei der Applikation liegt der erf indungsgemaSe Gewebekleber vor- 
zugsweise in Losung vor, zur Lagerung empfiehlt sich aber entwe- 
der das Tieffrieren der Losung, so daS der erf indungsgemaSe Ge- 
webekleber in tiefgefrorener Form vorliegt, oder das Lyophili- 
sieren des Klebers, also das Vorsehen in lyophilisierter Form. 
Unter "lyophilisierter Form" wird selbstverstandlich . nur eine 
durch Gefriertrocknung haltbar gemachte Gewebekleberpraparat ion 
verstanden, die bei anschlieSender Rekonstitution nahezu voll- 
standig (d.h. zu zumindest 80%) innerhalb von wenigen Minuten 
bei 37 °C rekonst ituiert werden kann. 

Der erfindungsgemafie Kleber liegt vorteilhaf terweise in virusin- 
aktivierter Form vor. 

Diese Inaktivierungsbehandluhg wird vorzugsweise mit einer Ten- 
sid- und/oder Hit zebehandlung gewahrleistet , beispielsweise 
durch eine Hitzebehandlung in festem Zustand, insbesondere eine 
Dampfbehandlung gemaS der EP-0 159 311, oder der EP-0 519 901 
Oder der EP-0 674 531. 

Weitere Behandlungen zur Inakt ivierung von Viren umfassen auch 
die Behandlung mit chemischen oder chemisch/physikalischen 
Methoden, z.B. mit chaotropen Stoffen gemaS der W094/13329, der 
DE 44 34 538 oder der EP-0 131 740 (Losungsmittel) oder die 
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Photoinaktivierung. 



Die Nanofiltration stellt ebenfalls ein bevorzugtes Verfahren 
zur Abreicherung von Viren im Rahmen der vorliegenden Erfindung 



dar . 



Die erfindungsgemaE zugesetzten Elastase- Inhibitoren konnen 
gemaS einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm auch rekombmanten 
Ursprungs sein. 

Die vorliegende Erfindung betrifft weiters ein Gewebekleber- 
system, welche. als eine Komponente einen erf indungsgemaEen Ge- 
webekleber, enthaltend einen Elastase-Inhibitor , umfaSt. 

Das erfindungsgemaBe Gewebeklebersystem enthalt xn der Regel als 
weitere Komponente eine Thrombin-Komponente , in welcher Thrombin 
entweder in flussiger Form oder als rekonstituierbares Lyophili- 
sat vorliegt, wobei die Thrombin- Komponente beim Klebeeinsatz 
nach Anwendungsgebiet unterschiedlich konzentriert sein kann. 

Ein Gewebeklebersystem, welches ebenfalls unter die vorliegende 
Erfindung fallt, zeichnet sioh dadurch aus, daS es eine Fibrino- 
gen -Komponente und eine davon getrennte Komponente umfaSt, die 
einen Elastase-Inhibitor enthalt. In der Regel ist es ^edooh 
gunstig, die Fibrinolyse- Inhibitor-Komponente in der Fibrinogen- 
Komponente vorzusehen (s. AT-B-359 552 und 359 653). Durch ge- 
eignete Applikationsvorrichtungen kann aber die Inhibitor-Kompo- 
nente auoh getrennt von der Fibrinogen -Komponente zugefuhrt wer- 
den Vorzugsweise enthalt die Komponente, die einen Elastase- 
Inhibitor enthalt, auch gleichzeitig Thrombin, wobei diese Kom- 
ponente wiederum entweder als Lyophilisat oder als (ggf. tiefge- 
frorene) Losung zur Verfugung gestellt werden kann. 

Die erfindungsgemafien Gewebeklebersysteme umfassen weiters ge- 
eignete Applikationsvorrichtungen fur die Systemkomponente (n) - 
insbesondere haben sich dabei Doppelspritzensysteme , wie m den 
EP 0 037 393, EP 0 210 160 oder EP 0 292 472, oder aber Applika- 
tionsvorrichtungen wie in den EP 0 315 322 oder EP 0669 100 be- 
schrieben, bewahrt . Mit diesen speziellen Applikationsvorrich-. 
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tungen kann auch diejenige Ausf uhrungsf orm, bei welcher der In- 
hibitor in der Throinbin-KomponenCe appliziert wird, verlafiliche 
Klebeergebnisse liefern. 

Der vorliegende Kleber ist fur alle bisher bekannten Applikati- 
onsmoglichkeiten der Fibrinkleber geeignet . Er hat sich aber be- 
sonders bei der Klebung in Bereichen mit hoher f ibrxnoiyt ischer 
Aktivitat bewahrt. Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist da- 
her auch die Verwendung des erf indungsgemaSen Gewebeklebers bzw. 
eines erf indungsgemaSen Gewebeklebersystems zur Herstellung 
einer Preparation bzw. einer Applikat ionsvorrichtung zur Anwen- 
dung in Bereichen mit hoher f ibrinolytischer Aktivitat, insbe- 
sondere in der Urologie . Gegenstand der vorliegenden Erfindung 
ist weiters ein Verfahren zur Anwendung eines erf indungsgemaSen 
Gewebeklebers oder eines erf indungsgemaSen Gewebeklebersystems 
in der Chirurgie in Bereichen mit hoher f ibrinolytischer Aktivi- 
tat, insbesondere in der Urologie. 

Die Erfindung wird anhand der nachf olgenden Beispiele und der 
Zeichnungsfiguren, auf die sie jedoch nicht eingeschrankt werden 
soil, naher erlautert . 

Es zeigen: 

Fig. 1: die Abnahme der Extinktion entsprechend einer zunehmen- 
den Lyse des Clots 

a) Fibrinkleber ohne Aprotinin 

b) Fibrinkleber mit Aprotinin (1000 U/ml) 

c) Fibrinkleber mit Alphal-PI (0,01 U/ml) 

d) Fibrinkleber mit Alphal-PI (0,001. U/ml) 

e) Fibrinkleber mit Alphal-PI (0,0001 U/ral) ; 

Fig. 2: die Abnahme der Extinktion entsprechend einer 
zunehmenden Lyse des Clots 



a) Fibrinkleber mit Aprotinin (1000 U/ml) 

b) Fibrinkleber mit Eglin (1 /xg/ml) 

c) Fibrinkleber ohne Aprotinin;' 
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Fig 3- das AusmaE des Rebleedings " ausgedruckt durch Gewichts- 
zunahme von vorgewogenen Tupfen in hyperf ibrinolytischem Mxlxeu, 
welches durch Infusion von t-PA induziert wurde; und 

Pig 4- das AusmaS des •■Rebleedings" ausgedruckt durch Gewichts- 
zunahme von vorgewogenen Tupfen in Milieu mit normaler fxbrxno- 
lycischer Aktivitat, also ohne t-PA Infusion. 

Beisoiele : 

1 I„ vitrc-Teot zur ant.rsuch.ng der Fibrincly^.-inhibierend.n 
Wirkung des sr£indungsg.mifien Gewebekl^bers (der.eit nach An- 
sicht der ™iderin d.r b.ste weg zur Ausfuhrung der Erfindung) 

in diese™ Beispiel wird die Blockade der Lyse eines Gewebekle- 
berclote mlttels EgUn Oder a, -Antiprotease ge.eigt. Dabe. wxrd 
der GewebeKleber STIH3 (IMMONO AG, wien, AT) (enthaltend 70 mg 
Fibrinogen/^l) in Wasser gelost und anschUeBend mit e.ner 0,9 M 
NaCl-Losung 1:5 verdiinnt . 

Diese GewebekleberWsung wird mit einer in 40 mM CaCl. gelosten 
und an==hlieSend mit einer 40 mM CaCl,/0.9 H NaCi (1.5)-Loeung 
auf 0,1 E/ml verdunnte Thrombin-Losung im Verhaltnis 9e- 
mischt und auf eine Mrkroplatte pipettiert, wobei 100 ,1/well 
vorgesehen werden. 

Verschiedene Konzentrationen der Inhibitoren wurden in jeweils 5 
,1 dem Gewebekleber zugesetzt (Eglin 1-100 ,g/ml, -Antxprotase 
0,01-1 E/ml) . 

Zum Ausharten des Klebers wurde die Mikrotiterplatte ca. 1,5 
Stunden bei 37^0 xnkubiert . Die entsprechenden Lysereagenz.en 
(a- zellfreier Uberstand aus Leukozytenhomogenat (3x Einfrxeren/ 
Auftauen) von 500 000 Leukozyten/,1 ; b: t-PA 2mg/ml als Posxtxv- 
kontrolle; NaCl 0,9% als Negativkontrolle) wurden dann auf dxe 
Gerinnsel pipettxert (100 .1/well) . AnschlieSend wurden dxe Mx-^ 
krotiterwells i. Plattenphotometer bei 370C bex exner Wellenlan 
ge von 405 nm kinetisch uber Nacht 60x900 s im Photometer SLT 
340 ATTC gemessen. Die Ergebnisse sind in den Fig. 1 und 2 dar: 
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gestellt, wobei die Abnahme der Extinktion der zunehmenden Lyse 
des Clots entspricht. 

Es zeigte sich, daS sowohl mit > 1 ^9 Eglin/ml als auch mit 
> 0,01 E -Antiprotease/ml es moglich ist, die im Versuch in- 
nerhalb von 15 Stunden ablaufende Lyse des Fibrinclots zu ver- 
hindern, was einerseits auf die zentrale Rolle von Leukozyten- 
proteasen fiir den Abbau des Fibrinclots schlieEen laSt und die 
ausgezeichnete Wirkung der erf indungsgemaSen Elastase - Inhibito- 
ren auf die Verhinderung dieser Lyse zeigt. 

2. In vivo-Wirkxiiig der erf indungsgemaS verwendeten Elastase- 
Inhibitoren 

Zur Bestimmung der Bedeutung von Leukozyten-Proteasen, insbeson- 
dere Elastase- Inhibitoren, im Rahmen der vorliegenden Erfindung, 
wurden zur Veranschaulichung der Blutstillung mittels Gewebekle- 
ber sowohl die Wirkung des erf indungsgemaSen Klebers in hyper- 
fibrinolytischen Systemen als auch bei normaler f ibrinolyt ischer 
Aktivitat getestet und mit Klebern ohne Inhibitoren bzw. mit 
einem Kleber, welcher nur Aprotinin als Plasmin- Inhibitor bein- 
haltet, verglichen. 

2. a) Hyperf ibrinolyse 

Anaesthesierte Kaninchen (2-3 kg) wurden heparinisiert (4000 
E/kg) . Eine halbe Stunde danach wurde ein Teil des rechten Le- 
berlappens geklemmt und partiell distal von der Klemme rese- 
ziert. Blutungen aus groSeren GefaSen wurden mittels Elektrokoa- 
gulation gestoppt und die reitliche diffuse Blutung durch Auf- 
bringung von Gewebekleber (max. 4 ml) innerhalb von 200 Sekunden 
versiegelt. 10 Minuten danach wurde mit der Infusion von t-PA 
(700 E/kg/h) begonnen und fur 2 Stunden das Ausmafi des 
"Rebleeding" bestimmt, indem die Gewichtszunahme von vorgewoge- 
nen Tupf ern gemessen wurde . 

Dabei wurden 3 verschiedene Gewebekleber getestet. 

a) Gewebekleber (STIM3)' mit Aprotinin (3000 E/ml) als 
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Negativkontrolle 

b) Gewebekleber (STIM3) ohne Aprotinin als Positivkontrolle 

c) Gewebekleber (STIM3) ohne Aprotinin mit Eglin (10 ;zg/ml) ; 
erf indungsgemafier Kleber 

Diese Kleber wurden verblindet und mittels einer Duploject®- 
Spritze (Firma IMMUNO, Wien, AT) appliziert. 

Die erhaltenen Ergebnisse sind in Figur 3 dargestellt. 

2.b) Normale f ibrinolytische Aktivitat 

Zusatzlich zum Hyperf ibrinolysemodell wurden auch noch gleiche 
Versuche ohne t -PA- Infusion unternommen, jedoch mit verlangerter 
Beobachtungszeit von 4 Stunden. Die erhaltenen Ergebnisse sind 
in Figur 4 dargestellt. 

Es zeigte sich, daS sowohl im Hyperf ibrinolyse-Modell als auch 
bei der normalen Fibrinolyse ein gegeniiber herkommlichen Klebern 
verringertes "Rebleeding" ermoglicht wird, welches v. a. bei lan- 
geren Lysezeiten auch gegeniiber Aprotinin verbesserte Eigen- 
schaften aufweist. 

Diese Ergebnisse belegen die ausgezeichneten Wirkungen der er- 
f indungsgemaEen Gewebekleber, mit welchen eine fruhzeitige Lyse 
des Fibrinklebers verhindert werden kann, womit erneute Blutun- 
gen ( "Rebleedings" ) auch in Bereichen mit hoher f ibrinolytischer 
Aktivitat hintangehalten werden konnen. 
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Patentanspriiche : 

1. Gewebekleber auf Basis von Fibrinogen, dadurch gekennzeich- 
net, daS er einen zugesetzten Elastase- Inhibitor enthalt. 

2. Gewebekleber nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , dafi 
der Elastase- Inhibitor ausgewahlt ist aus der Gruppe Eglin, 
Elastase-al-Proteinase-Inhibitor, o;^ -Antiprotease ,^ Leukozyten- 
protease- Inhibitor, Elafin oder Mischungen davon . 

3. Gewebekleber nach Anspruch 2,. dadurch gekennzeichnet, dafi 
der Leukozytenprotease- Inhibitor als Leukozytenf raktion, insbe- 
sondere als eine von Granulozyten abgeleitete Fraktion, zur Ver- 
fiigung gestellt wird. 

4. Gewebekleber nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB er ausschlieSlich aus menschlichen Proteinen 
zusammengeset zt ist. 

5. Gewebekleber nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch ge- 
kennzeichnet, daS er. ausschliefilich aus menschlichen Blut- oder 
Plasmaproteinen zusammengesetz t ist. 

6.. Gewebekleber nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch ge- 
kennzeichnet, daS der Elastase- Inhibitor in einem Mengenver- 
haltnis von 1:100 bis 1:150 000, bevorzugt 1:500 bis 1:110 000, 
bezogen auf mg Fibrinogen enthalten ist 

7. Gewebekleber nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch ge- 
kennzeichnet, daS wenigstens 10"^ E Elastase - Inhibitor pro g 
Fibrinogen, vorzugsweise zwischen 10 und 10 E/g Fibrinogen 
enthalten . ,sind . 

8. Gewebekleber nach ednem der Anspruche 1 bis 7, dadurch ge- 
kennzeichnet, daS er Plasminogen in einer Menge von zumindest 
0,0001 mg/mg Fibrinogen, vorzugsweise zumindest 0,001, am 
meisten bevorzugt mehr als 0,01 enthalt. 
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9. Gewebekleber nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch ge- 
kennzeichnet , daS er kein Plasminogen enthalt. 

10. Gewebekleber nach einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch ge- 
kennzeichnet, daS er welters einen Plasmin- Inhibitor oder einen 
Plasmin-Aktivator-Inhibitor, enthalt, welcher vorzugsweise aus- 
gewahlt ist aus der Gruppe Aprotinin, aj--Makroglobulin, -Anti- 
trypsin, £-Aminocapronsaure, Tranexamsaure oder Mischungen 

da von . 

11. Gewebekleber nach einem der Anspruche 1 bis 10, dadurch ge- 
kennzeichnet, daS er ein Antibiotikum enthalt, welches vorzugs- 
weise ausgewahlt ist aus der Gruppe Aminoglycoside, Betalactame, 
Polypeptide, Fosfomycin, Tetracycline oder Mischungen davon. 

12. Gewebekleber nach einem der Anspruche 1 bis 11, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafi er Faktor XIII, vorzugsweise in einer Menge 
von zumindest 0,001 E/mg Fibrinogen, besonders bevorzugt zumin- 
dest 0,1 E/mg enthalt. 

13. Gewebekleber nach einem der Anspruche 1 bis 12, dadurch ge- 
kennzeichnet, daE er frei von kininogenen Proteinen ist. 

14. Gewebekleber nach einem der Anspruche 1 bis 13, dadurch ge- 
kennzeichnet, daS er in Kombination mit einer festen Oberflache 
als Vlies vorliegt. 

15. Gewebekleber nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet , daS 
die feste Oberflache eine Kollagen-, Gelatine-, oder Polysaccha- 
rid-Oberf lache ist. 

16. Gewebekleber nach einem der Anspruche 1 bis 15, dadurch ge- 
kennzeichnet, daS er in einem Millieu mit hoher f ibrinolytischer 
Aktivitat fiir einen Zeitraum von wenigstens 10 Stunden, vorzugs- 
weise wenigstens 15 Stunden, lysebestandig ist. 

17. Gewebekleber nach einem der Anspruche 1 bis 16, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafi er lyophilisiert ist. 
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18. Gewebekleber nach einem der Anspriiche 1 bis 16, dadurch ge- 
kennzeichnet , daS er in Losung vorliegt. 

19. Gewebekleber nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet , daS 
die Losung tiefgefroren ist. 

20. Gewebekleber nach einem der Anspriiche 1 bis 19, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafi er in virusinaktivierter Form vorliegt. 

21. Gewebekleber nach einem der Anspriiche 1 bis 20, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafi der Elastase- Inhibitor rekombinanten Ursprungs 
ist . 

22. Gewebekleber-System, dadurch gekennzeichnet, daS es als eine 
Komponente einen Gewebekleber nach einem der Anspriiche 1 bis 21 
umf aSt . 

23. Gewebekleber-System nach Anspruch 22, dadurch gekennzeich- 
net, daS es welters eine Komponente, die Thrombin und gegebe- 
nenfalls Calcium enthalt, umf aSt . 

24. Gewebekleber-System, dadurch gekennzeichnet, daS es eine 
Fibrinogen-Komponente und eine Komponente umfafit, die einen 
Elastase - Inhibitor enthalt. 

25. Gewebekleber-System nach Anspruch 24, dadurch gekennzeich- 
net, daS die Komponente, die einen Elastase- Inhibitor enthalt. 
Thrombin enthalt . 

26. Gewebekleber-System nach'einem der Anspriiche 22 bis 25, da- 
durch gekennzeichnet, daS es welters eine Applikationsvorrich- 
tung fiir die System-Komponente (n) umf aSt , insbesondere ein Dop- 
pelspritzen- System . 

27. Verwendung eines Gewebeklebers nach einem der Anspriiche 1 
bis 19 zur Herstellung einer Praparation zur Anwendung in Be- 
reichen mit hoher f ibrinolyt ischer Aktivitat, insbesondere in 
der Urologie . 
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28. Verwendung eines Gewebekleber-Systems nach einem der Ansprii- 
che 22 bis 25 zur Herstellung einer Appliationsvorrichtung zur 
Anwendung in Bereichen mit hoher f ibrinolytischer Aktivitat, 
insbesondere in der Urologie . 
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